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Beschreibiins 



Die \ orlieueiide Hrfindiinu bctritVt ein biotechnolouisches N'erfahreii /ur HersteiliiriL: \ on 
optiscli akti\en X'erbindunsien der allgemeinen Formeln 



O, 



•NR' 



R-OOC 




XHR' 



ausuehcnd von cinem Lactam der alluenieinen For mel 




\ erbindunuen der Foriiiel I wie bspw ( 1 R,4S)-2-Acetyl-2-azabicyclo[2 2 1 ]hept-5-en-3-on 
sind wichtige Zwischenprodukte zur Herstellung von ( 1 R,4S)- l-Amino-4-{ hydroxy methyl )- 

15 2-cvclopenten, welches wiedemni ein wichtiges Zwischenprodukt zur Herstellung von 

carbocvclischen Nukleosiden wie z B Carbovir (Campbell et al , J Org Chem 1995. 60, 
4602-4616) ist \'erbindungen der Formel II wie bspw der ( 1 S,4R)-Acetylamino-2- 
c^'clopenten- 1 -carbonsaureprop\ lester sind ein wichtiges Zwischenprodukt zur Herstellung 
von ( 1 S,4R)-l-Amino-4-(h\dro\>'methyl)-2-c>'c!openten, welches ebentalls ein wichtiges 

20 Zwischenprodukt zur Herstellung von carboc\clischen Nukleosiden sein kann 

Bekannt ist Icdiglich die chemische Flerstellung \'on ( 1 R,4S)-2-Acet\l-2- 
azabicvclo[2 2 1 ]hept-5-en-3-on durch AcylieRing \ on ( 1 R,4S)-2-Azabic\'clo[2 2 ilhept-5- 
en-3-on (Katagiri et al , Tetrahedron Letters. 1997. 38, 196 1) Gemass dieses \'erfahrens 
25 kann ( 1 R,4S)-2-Acel\ l-2-azabic\ clo[2 2 1 ]hept-'^-en-3-on nur vom entsprechenden 

( 1 R.4S)-2-Azabic\'clo[2 2 1 lhept-^^-en-3-on als Fdukt erhalten werden Dieses Edukt ist zu 
kostspielig 

Auigabe der \ orliegenden Fi tindurm w ar ein X'erfahren /ur Herstellung \ on X'erbindungen 
der ailgemeinen Formel 1 und II bereitzustellen. we!c!:e aus leicht erhalthchem, billigem. 
3i'' AuNgangsi^iaterial in guter I- rTantiomerenreinh.eit hergestellt werden konnen 

Diese Auigabe wird mit dem nouen biotechnologi>chen X'erfahren gemass Ansniiich I 
uelost 



Das ert'indungsueinasse \'erfahren zur Herstellung der \'erbindungen der allgenieinen 
Formcin 




worm R' Ac\l oder Ac\'lox\' und R" ein WasserstotTatom oder Ci.]o-Alk\l bedeutet, erfolgt 
niittels einer Ihdrolase in Gegenwart eines Nucleophils iind in Geuenwart einer Base in 
einem konstanten pH-Bereich ausuchcnd von einem racemischeni Lactam der Formel 



O 



-NR' 




III 



Das AusgangsniateriaK das Lactam der allgemeinen Formel III (Substrat) kann 
beispielsweise gemass Taylor et al , (Tet Asymmetr>' 4, 1993, 1117) hergestellt werden 

Ci_i,)-Alkvi ist linear oder verzweigt sowie substituiert oder imsubstituiert 
Beispiele fur Ci_H)-Alk>i sind Methvk Ethyl, Prop\'L But>i. Isobutyl, tert Butyl, Isopropyl, 
Pentvl, IlexyL Mept\ l, Octyl, Non\i oder Decyl und seine Isomere sowie ChlormethyL 
Brommethvk Dichlormetlnl. Dibrommethyl, Chlorprop\'L Brombutxi 

Ac\l bedeutet Alkano\'l oder AiAicarbonyl Alkanoyl ist zueckmassig Ci.4-Alkanoyl. das 
substituiert oder imsubstituiert sein kann Unter substituiertem Ci.4-Alkanoyl wird im 
folgenden n^t einem oder mehreren Halogenatomen substituiertes verstanden Beispiele fur 
Ci„rAlkano\l sind Acet\l, Propioinl But\'i-\i, Chloracet\i. Bromacet>i, Dichloracetyl 
APvicarboinl ist zweckmassig Benz\icarbon\ l oder Phen\icarbon\i, substituiert oder 
imsubstituiert 

Ac\lox\' bedeutet Alko\\carbon\l oder Ar\io\\'carbon\ 1 Alko\\'carbon\i ist zweckmassig 
(/i.4-Alko\\carbon\l wie Methow carbon\l. bJliowcarbonxL Propowcarbonvl 
F^utowcarboin 1 oder tcrt-Butow carbon\ I (BOD Arlvow cai bon\ 1 ist zweckmassig 
Bcnz\ io\\ car boiu 1 odor Phciw !o\\ carbon\ l 

\'orzugsweise bedeutet R' CVj-Alkano\i oder Ci.4-Alko\\ carbon\ 1 msbesondere Acet\ l 
oder Ltliow carbom 1 
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Als Hvdrolasen konnen Proteaseti oder Lipasen, xorzugswcise Proteasen wie Serin- 
proteasen eingesetzt werden Als Serinprotcasen kc^nnen bspw ChvinotiA'psine, Tr\,psine 
und Subtilisine (bakterielle Seriiiproteasen ) einuesetzt werden Als Subtilisine konnen 
kautliche Subtilisuie wie Subtilisin A, Subtilisin B. Alcalasen. ALK-Enzvme, Bacillopepti- 
5 dase A. Bacillopeptidase B. Bioprasen, Colistinasen, Esperasen, Genenase I, Kazusase, 
Maxacal, Maxatasen, Naga. sen, I^eptidasen, Protease S, Protease Protease XX\'II, 

Proteinasen, w ie die alkaline Proteinase \ on Bacillus subtilis oder Aspergillus onzae. 
Proteinase K \ on rritirachium albumin, Sa\ inasen, Subtilopeptidasen, Superasen, 
Thermoasen \ erw endet u crden X'orzuusweise w ird die Biotransformation mittels 
10 Sa\'inasen durchgefuhrt Als Sa\ inasen sind Sa\ inase 12 Type W"^ Savinase 16 OL Type - 
EX , Sa\ inase 32 OL T\ pe - EX , Sa\ inase 4 OT Type W und Savinase S OL geeignet 
Als Lipase kann bspw Lipase aus Candida antarctica verwendet werden. 

Werden als Hvdrolasen Proteasen, wie Savinasen, Proteasen von Bacillus subtilis, Proteasen 
i5 \ on Aspergillus oryzae. Proteinase K von Tritirachium albumin eingesetzt, wird 

zweckmassig ini racemischem Lactam der Formel III das ( 1 S.4R)-Enantiomere in die 
entsprechende X^erbindung der allgemeinen Formel 11 hydrolysiert wobei das (IR,4S)- 
Enantiomere der allgemeinen Formel I anfallt \\ erden als Hvdrolasen Lipasen wie Lipase 
von Candida antarctica eingesetzt, wird zweckmassig im racemischen Lactam der Formel III 
20 das (1 R.4S)-E,nantiomere in die entsprechende X'erbindung der allgemeinen Formel II 
hvdrolvsiert wobei das ( 1 S,4R)-Enantiomcre der allgemeinen Formel I anfallt 

Als Nucleophil konnen IK droxidionen, Wasser oder Ci_i(,-Alkohole eingesetzt werden Als 
25 Ci^io-Alkohole sind geeignet Methanol. Ethanol, Propanok Isopropanol, Butanol, tert- 
Butanol. Isobutanol, Pentanol, Hexanol, Heptanol. Oktanol. Xonanol oder das Decano! 
W'lrd als Xucleophil ein Cuin-Alkohol eingesetzt, wird wie fachmannisch bekannt der 
entsprechende Ester der allgemeinen Formel II (R~^Ci_i,:-Alkvl) gebildet Wird als 
Nucleophil Wasser eingesetzt, w ird selbst\ erstandlich die entsprechende Saure der 
30 allgemeinen Formel II (R"^H) gebildet 

.Abhangig \ on der Ihdrolase und dem Substrat (Lactam der FcM^mel III) wird die 
BiotranstiMmation zweckmassig zwischen pH und 12, \ orzugsweise zwischen pH 0 und S. 
durchgetuhn Erfindungsgemass wird dabei bei emer gegcbenen Ihdrolase und emem 
3.^ gegcbenen Sub>irat dei pH-\\"eri in Cregenwart emer F3ase konstant gehalten Zweckmassig 
w ird der pH-W ert durch Zugabe emer Base um - - 0.^ pH-Linlieiten konstant gehalten 
Wird z B als Substrat racemisches 2-Acet\ l-2-azabic\clo[ 2 2 1 ]hept-5-en-3-on <R' 
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Acetvl) unci als Fhdrolase Sa\ inase einuesetzt. uird der pH-\Verl vorzugsw etse zwischen 
pH 7,0 Lind pH 7.5 konstant gehalten 

Als Base kann eine anoi^ai^ische oder oruanische Base einuesetzt werdcn Als anoryanische 
Basen smd z B KOH, XaOF L geeignet Als organische Base kann beispielsweise 
5 Triethanolaniin uelost in eineni orLzanischen Losungsinittel geeignet sein 

W'ird als Nucleophil einer der oben beschriebenen Alkohole \ eruendet, kann als Base das 
entsprechende Alkoholation dienen 

Die Reaktionstemperatur kann in einem Bereich \ on 10 bis 60 ''C, \ orzugsweise von 15 bis 
10 40 ^C, liegen 

Zweckmassig wird die Biotranstbrmation in Wasser, einer PutTerlosung, einem Ci.io- 
Alkohol oder in einem Gemisch von diesen mit einem aprotischen organischen Losungs- 
mittel durchgefuhrt Als aprotische organische Losungsmittel sind bspw. Ether, aromatische 
15 Kohlenswasserstorte geeignet Als Ether konnen Tetrahydrofuran, Dioxan oder tert-Methyl- 
butyl-ether verwendet werden Als aromatische KohlenwasserstolTe sind Toluol und Benzol 
geeignet Als PutTerlosungen konnen z B niedermolare wie 10-lOOmM Natrium- oder 
KaliumphosphatpulTer, I lepes-PutTer verwendet werden Als CMo-Alkohole konnen die 
zuvor beschriebenen eingesetzt werden 

20 

Die Biotransformation kann auch dcrart durchgefuhrt werden, dass das Lactam der 
allgemeinen Formel III als Losungsmittel dient Dann wird zweckmassig die Biotrans- 
tbrmation in Gegenwart der JLalfte der stochiometrischen Mengen an Wasser oder des 
entsprechenden Alkohols durchgefuhrt. 

25 

Je nach Losungsmittel kann die Biotransformation in einem Zweiphasen- oder Einphasen- 
swstem durchgefuhrt werden Zw eckmassig wird die Biotransformation in einem Ein- 
phascnswstem durchgefuhrt 

30 Nach einer ublichen L'msetzungszeit \ on wenigen Stunden werden dann abhangig \ on dem 
ge\\ ahlten Ausgangsmaterial die gewiinschten optisch akti\ en N'erbindungen der 
allgemeinen Formeln I und II in her\ orragcnder Ausbeute und Enantiomerenrcinheit 
erhalten Die be\ orzugten .Ausgangsmaterialien sind racemisclies 2-Acet> l-2- 
azab;c\clo[2 2 1 ]hept-'^-en-3-on (R' "Acetvl) und racemisches 2-l;tho\\carbon\ 1-2- 
azabic\ Lk^[ 2 2 I lhe[M-.^-en-3-on Die be\ orzugten Produkte der \*erbindungen der 
allgemeinen f-ormel 1 sind ( 1 il.4S )-2- Acetyl-2-azabic\ clo[2 2 1 ]hept-5-en-3-on { \V 
Acet\ l) und ( 1 R.4S )-2-Etho\\ carbon\ l-2-azabic\ clo[2 2 1 ]hept-'^-en-3-on (R' = 
[:tlio\\ cai bon\ l) Die be\ orzugten N'erbindungen der allgemeinen Formel II sind ( 1S.4R)-1- 




Acetvlaiiiino-2-c\'cIopeinen-4-carbonsaure (R^ ^ Acet\i. R" H), (1S,4R)-1- 
Ethoxycarbon\l-2-cyclopenten-4-carbonsaure (R* = Ethoxycai bonyl, R" = H), ( 1S,4R)-1- 
Acet\'laniino-2-cvclopcriten-4-carbonsauremetln lester ( R' " Acetyl. R' = CH;). (IS 4R)-1- 
\cet\laniino-2-cyclopenten-4-carbonsaurebutvlester (R ^ Acet\l, R" ^ C4H.J), { 1S,4R)- 
5 Acet\ianiino-2-c\'clopenten-4-carbonsaureethylester (R = Acet\i, R" = C:H^) und ( 1 S,4R)- 
1 -Acet\iamino-2-c\clopenten-4-carbonsaurepropylester (R^ ^ Acetyl, R~ = C3H7) 
Die ( 1 S,4R)-Acet\laniino-2-c\'clopenten-l-carbonsaure-C:-t()-alkylester, ausgenommen der 
( 1 S,4R)-Acet\'lamino-2-c\'clopenten- 1 -carbonsaureethylester, \'orzugs\\ eise der 
( 1 S,4R)-Acet\'Iamino-2-c\'clopenten-4-carbonsaureethylester und der ( 1 S,4R)-Acetylamino- 
10 2-cyclopenten-4-carbonsaurepropylester der alluemeinen Formel II sind in der Literatur 
noch nicht beschrieben und demz.ufoue ebenfalls Bestaiidteil der Erfindung 

Ein weiterer Bestandteil der Erfindung ist die Weiterumsetzung, die Reduktion der Verbin- 
dung der allgemeinen Formel I, zu einem optisch aktiven 1 -Amino-4-(hydro\ymethyl)-2- 
1 5 cyclopenten-Derivat, insbesondcre zu einem ( 1 R, 4S)- 1 -Amino-4-(hydroxymethyl)-2- 
cyclopenten-Derivat der allgemeinen Formel 

NHR^ 

IV 



20 worin R' die genannte Bedeutung hat 

Zweckmassig wird die Reduktion mit binaren oder komplexen Metalihydriden der Bor- oder 
Aluminiumgaippe durchgefuhrt u ie mit Alkalimetall-, Erdalkalimetallborhydriden, 
Alkali met all-, Erdalkalimetallaluminiumhydriden 

25 Als binare Alkalimetall- oder Erdalkalimetallborhydride konnen NaBH4. LiBH4, KBH4, 

NaAlH ;. LiAlH i, KA1H (, MgiBH ,):, Ca(BH4):. Mg(AlH4):- Ca( AIH4): \ er\vendet uerden 
Kt^niplexe Metallln dride der Bor- oder Aluminiumgaippe konnen die allgemeine Formel m' 
M~ HnE,n Haben, \v or in n cine ganze Zahl \ on I bis 4 ist und m cine ganze Zahl \'on 4 bis 4 
minus der entsprechenden Zahl n ist, ein Alkalimetallatom, Bor oder Aluminim 

30 bedeulet und L rAlk\l, C^i rAlkenvl Ci.4-Alkoxv, CN oder ein Amin ist, oder die 
komplexen Metalllu dnde konnen die allgemeine Forme! NFFIoLp haben. worin \V die 
genannte Bedeutung hat und () cine ganze Zahl \ on 0 bis 3 1st und p eine ganze Zahl \ on 3 
bis 3 minus der entsprechenden Zahl p ist Als M' NT IFF,,, konnen FiBII (C:l-F-);, FiBIF 
(OC41;);.|. worm x cine gan/c Zalil \ on 1 bis 3 bedeutei. Fi AiH( OC(C4 F, ); 

3:=^ NaAlH:{()C:lFtOCH;):. Na All F{ C':H< ): oder \aBH;CN eingesetzt werden \'orzugsu eise 
uird die Reduktion mil eincm Metallborlndnd xmc Natnumborln drid durclmefuhrt 





b 

Zweckniassiu \^erden die Metalilndride in eineni molaren \'erhaitnis von 0,5 bis 1 pro mol 
dei X'ei'bindung der alluemeinen Formel I eingesetzt 

Zweckmassig \Mrd die Reduktion unter Inertgasatmosphare uie beispielsweise unter Argon- 
5 oder Stickstortatmosphare durchgefuhrt 

Die Reduktion kann bei einer Temperatur \ on -10 bis 30 C\ \ orzugs\\eise bei einer 
Temperatur \ on 0 bis lO^C, diirchgefuhrt werden 

Als LosLingsmittel sind fur die Reduktion sekundare oder tertiare Alkohole geeignet. Als 
10 sekundarer Alkohol kann bspw 2-Butanol und als tertiarer Alkohol kann bspw 

tert Ann lalkohol eingesetzt werden \'orzugs\veise wird ein sekundarer Alkohol e:ngesetzt 

Die Weitemnisetzung, die Hydrolyse der optisch aktiven 1 -Ainino-4-(hydroxymethyI)-2- 
cvclopenten-Derivate der Formel IV zu den entsprechenden optisch akti\ en l-Amino-4- 
15 (hvdroxvmethyl)-2-cyclcopentenen bzw deren Salze, der Formel 




mit einem Frdalkali-. .\!kalimetallh>droxid oder mit einer Mineralsaure ist ebenfalls 
20 Bestandteil der Erfindung Insbesondere wird das ( 1 R,4S)-1 -Amino-4-(hydrox\'methyt)-2- 
c>'clopenten-Deri\'at zum ( 1 R,4S)- l-Amino-4-(hydroxymethyl)-2-cyclopenten hydrolysiert 

Als Alkalimetallhvdroxid ist Lithium-. Natrium- oder Kaliumhydroxid geeignet Als 
Erdalkalimetalllndroxid kann bspw Bariumh\droxid eingesetzt werden, Als Mineralsauren 
25 sind Malogenw asserstotTsauren w ie bspw Salzsaure oder BromwasserstotTsaure geeignet 

Zweckmassig w ird die I IvdroK se bei einer Temperatur von 50 bis 120 \ orzugs\v eise 
\ on ^)0 bis 100 C. durchgetuhrt 



30 



Als Salze des ( 1 R,4S )- 1 -Amino-4-( h\ droxvmethvl)-2-cvclopentens (Formel V) sind dessen 
M\drohaIogenidsalze wie H\drochloride oder Ihdrobroir.ide geeignet 
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Bcispieic 
Bcispie! I 

Hcrstcllunii \oii (1R,4S)-1- Amiiio-4-(hydro\ymethyl)-2-cycIopciiten aiisgehend \on 
raccmischem (±)-2-AcetyI-2-nzabicyIco[2.2. 1 lhept-5-en-3-on 



1.1 Herstelliiiig \ on ( 1 R,4S)-2-Acety!-2-azabicyclo[2.2. 1 ]hept-5-en-3-on 

1.1.1 mittels Sa\ inase in einem Geniisch von Natriiimphosphat-Puffer und 
1 0 Te t ra li y d ro f u r a ii 

5 ml Tetralndrofliran wurden mit 3,84 ml 20 niM Natrium-PhosphatputTer 
pH 7 und IJO m! Sa\'inase 16 0 L Type EX, Novo Nordisk (16 KNPU/g, 
Kilo Novo Protease Units) gemischt Zu dem Ansatz wurden 417 (^/-) 2- 
Acetvl-2-azabicvclo[2 2 1 ]hept-5-en-3-on (330 mmoI/1) gegeben. Die 

1 5 Reaktion wurde mit einem Magnetnihrer gemischt und mittels eines 

Wasserbades bei 30'C gehalten Der pH-Wert wurde durch eine pH- 
Regelung mit IM NaOH konstant bei pH 7 gehalten Proben wurden 
periodisch entnommen und mit HPLC auf Gehalt und 
Enantiomerenuberschuss analysiert (Chriralpak AD, Daicel Chemical Ltd 

20 (0,46 X 25 cm), isokratisch bei Raumtemperatur, Fluss 1 ml/min mit n- 

Heptan (Ethanol 2^o, Detcktion bei 215 nm)) Insgesamt wurden dabei 1,25 
ml NaOl l \ erbraucht Nach 120 Minuten war 50^ o der eingesetzten Menge 
an (^/-) 2-Acet\l-2-azabicyc!o[2 2 1 ]hept-5-en-3-on zur entsprechenden 
Saure hydrolvsiert Die Gehaltsbestimmung ertblgte mit achiraler GC Die 

25 Analvtik wurde mit Gaschromatographie wie foigt durchgefuhrt Kapillar- 

Saule HP -5 {5"o Phen> lmcth\isiloxan), Tcmperaturgradient 100 - 260 
die Proben wurden tlir die Analvse in Tetrahydrofuran 1 1 verdunnt 

1.1.2 in Wasscr 

30 1.1.2.1 Zu 419.2:=^ ml ( ^ -) 2-Acetvl-2-azabicvclo[2 2 1 lhept-5-en-3-on wurden 60 

ml f LO und 3_'^ ml Sa\ inase gemass Beispiel 1 1 1 gegeben Der pH-\\'ert 
wurde mit '^.^ N NaOH auf "^."^ gehaUen, der l!-Applikon Fcrmenter wurde 
mit 4^0 l/pm geruhrt Gemass Beispiel 1 1 1 wurden Proben periodisch 
entnommen und anaK siert Nacbi 4."^ h wuide ein ee-W'eii \ on 00*^0 

3^^ gcmesscn 

Der Ansatz wurde ubcr em \\4iatman GF F Fiher abgcnutsciit und der 
iMlterkuchen wurde 2 mal n^.it 1''''^ ml und 1 mal mit 50 ml Butxlacetat 
uewaschen Die wassriue Phase wurde 2 i^ial mit 200^ ml But\lacetat 
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ausgeschuttelt Die organische Phase uurde ani Rotav ap eingeengt 144,8 g 
Produkt niit einem ee-\\'ert von > 98*^ o uurden erhalten, was einer Ausbeute 
von 3\^o bez des Racemats entsprach Die AnaKtik wurde uemass Beispie! 
1 1 1 durchuetuhrt 

1. 1.2.2 Zu 486.3 g (- -) 2-Acetvl-2-azabicvclo[2 2 1 ]hept-?-en-3-on (Gehalt 
95,4° o) w urden 60 nil H:0 und 3 5 ml Sa\ inase gemass Beispie! 1 1 1 
gegeben Der pH-W ert wiirde mir 7.5 N NaOH auf 7,5 gehalten, dcr 11- 
Applikon Fernienter uurde mit 400 L'pm geruhrt Gemass Beispiel 1 I 1 
10 wLirden Proben periodisch entnommen und analvsiert Nach 45 h wurde ein 

ee-\Vert von 08"^ o gemesscn Insgesamt uurden 174,6 ml 7,5 N NaOH 
\ erbraucht 

Der Ansatz uurde uber ein Whatman GF/F Filter abgenutscht und der 
Filterkuchen uurde 2 mal mit 100 ml und 1 mal mit 50 ml Butylacetat 
1 5 gewaschen Die wassrige Phase uurde 2 mal mit 200 ml Butylacetat 

ausgeschuttelt Die organische Phase wurde am Rotavap eingeengt 144,8 g 
Produkt mit einem ee-Wert von > 98*^ 0 (Gehalt: 92,5%) wurden erhalten, 
was einer Ausbeute \on 29*^'o bez des Racemats entsprach Die Analytik 
wurde gemass Beispiel 1 11 durchgetuhrt 



1.1.3 ill .Methanol 

72,3 ml 2-Acetyl-2-azabicyclor2 2 l]hept-5-en-3-on (Gehalt 95,4%) 
wurden mit 8,3 ml Sa\ inase gemass Beispiel 1 1 1 und 19,4 ml Methanol 

25 versetzt Das Reaktionsgemisch uurde uber einen Zeitraum \on 24 h bei 

30'C gemhrt Der pH blieb dabei konstant bei 7.2 Proben uurden nach 
Beispiel 1 1 1 entnommen Nach 25 h uurde ein ee-Wert \ on ^ 98° o erreicht 
und die Reaktion uurde beendet Die analvtische Ausbeute betaig 42° o bez 
des Racemats Dabei bildete sich in stochiometrischen Mengen der 

30 entsprechende Methvlester (R~ CH;) der X'erbindung der allgemeinen 

Formcl II. was mit GC-MS beuiesen uurde D:e Anahtik uurde gemass 
Beispiel 1 1 1 durchgetuhrt 

1.1.4 in Bntanol 

3"^ ^2,3 ml ( ' -) 2- \cet\!-2-a/abiC\clo[2 2 i jhe[M-'^-cp.-3-on {Gehalt 9^^. 4°.)) 

uuiden mit "6.80 ml 1-ButanoI und 8.3 ml Saxmase gemass Beispiel 1 1 1 
xerset/.t Das Reaktionsgemisch uurde uber einen Zeitraum \ on 22 h 
Lzemessen Nach dieser Zeit uurde em ee-W'ert \ on 98° o mit UPLC^ 
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bestinimt Der pH-\\'ert wurde mit 4 \ NaOH bei pH 7,5 konstant gehalten 
Proben wurden gemass Beispiel 1 1 1 entnommen Die Reaktionstemperatur 
kig bei j(yC Fs bildete sich freic Saure ^ R" H) der \>rbindung der 
allgememen Forniel II, was anhand von HPFC bewiesen wurde und der 
ButN'lester (R~ C4H0) der \'erbindung der allgemeinen Formel IF was 
anhand \ on GC-MS bew iesen wurde Fine analvtische Ausbeute \x:>n 34,8^ 0 
bez des Racemats wurde erreicht 



1.1,5 mittels Savinase in 1-Propanol 

10 1.1.5.1 242g -) Z-Acetyl-2-azabicvck^[2 2 1 Jhept-5-en-3-on, 168,6 ml 1- 

Propanol und 28 ml Savinase gemass Beispiel 111 wairden bei 30^C 
und bei einem pH von 7,0 (eingestellt mit 4 N NaOH) inkubiert Proben 
w urden gemass Beispiel 111 entnommen Nach 24 h wurde der ee- 
Wert des Produktes zu ee = 99° 0 ermittelt Die analytische Ausbeute 

15 betmg 47° 0 Anschliessend wurden zu dieser Mischung (459 ml) 100 ml 

Toluol hinzugegeben und das Propanol unter reduziertem Druck 
abgedampft Dann wurde die Losung zweimal mit Toluol (250 ml) und 
Wasser ( 100 ml) extrahiert Toluol wurde abgedampft und das Produkt 
deslilliert Fs wurden 1 13.9 g (0,69 moi) Produkt (Rcinheit 93%, ee - 

20 0) entsprechend einer Ausbeute \ on 45,7° o bez. des Racemats 

erhalten Die Analytik wurde gemass Beispiel 11,1 durchgefuhrt 

1.1.5.2 208g 2-Acety!-2-azabicyclo[2 2 1 Jhept-5-en-3-on (Gehalt: 
95,4°o), 168,6 ml 1 -Propanol und 23 ml Savinase gemass Beispiel 1 1 1 
wurden bei 30 C und bei einem pH von 7,2 (eingestellt mit 4 N NaOH) 

25 im Frlenme\ erkolben inkubiert Nach 30 h wurde der ee-W ert des 

Produktes zu °o ee ^ > 98° 0 ermittelt Anschliessend wurden zu dieser 
Mischung (459 ml) 100 ml Toluol hinzugegeben und das Propanol unter 
reduziertem Druck abgedamptt Dann wurde die Losung zweimal mit 
Toluol (250 ml) rmd Wasser ( 100 ml) extrahiert Toluol wurde abge- 

30 dan^pft und das Produkt destilliert ( 12 mbar, 85 - 95^C) Fs wurden 

7^.M3 g (0,69 mol) Produkt (Reinheit 93° o, ee > 98° 0) entsprechend 
einer Ausbeute \ on 3 7°o bez des Racemats erhalten Die AnaKtik 
\\ ui de gemass Beispiel 1 1 1 durchgefuhrt 

1.1.5. 3 2."^^ kg ( • -) 2-Acet\l-2-azanic\cio[2 2 1 lhept-5-en-3-on (Gehah 

3^^ ''^;^,S°o). 1.3_^1 1 -Propanol und 35^^..^ ml Saxinase gemass Beispiel 1 1 1 

wurden hei 4^^ C und einem pf l-W'en -- "^.4 (eingestellt durch Zugabe 
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von 92u 4N NaOH) m einem 5 1 Ruhrreaktor umgesetzt Hierbei wurdc 
der pFI-Wert durch Zugabe von 4N NaOF-l bei pH = 7,4 konstant 
uehalten Nach 14 h wurde das Reaktionsueinisch auf Raumtemperatur 
abgekuhlt und der pH-\Vert der Losung durch Zugabe von 20°oiger 
5 Schwefelsaure auf pH 7,0 einges^ellt Nach Zugabe von 1,15 1 Toluol 

\Mirden die Phasen getrennt und die organische Phase im \'akuuni 
destilliert ( Produktfrakiion bei T=-72-76X, p=-l mbar) Es wurden 1,07 
kg Produkt (Gehalt *^>l°o, ee ^ 98,4^ o) entsprechend einer Ausbeute von 
36,5^0 erhalten Der Gehalt des Produkts uiirde mittels GC auf einer 
10 Oplinia5-Saule (Macherey-Nagef Deutschland) bestimmt Der ee des 

Produkts w urde mittels GC auf einer chiralen LipodexE-Saule 
(Macherev-Nagel, Deutschland) bestimmt 



1.1.5.4 Isolation \ on (lS,4R)-Acetylamirio-2-c\clopenteii-l- 

1 5 carboiisaurepropylestcr 

345 g des Blasenrests aus Beispie! 1 15 3 wurden mit 250 ml 
Esssigsaureethylester und I 1 Hexan versetzt und das Gemisch wurde 
auf Rucktlusss erhitzt Es bildeten sich zwei Phasen, die obere Phase 
20 wurde abgetrennt und langsam auf OT abgekuhlt Der Niederschlag 

wurde abfiltriert und bei 40^C im Vakuum getrocknet Es wurden 85,6 
g farbloses Produkt erhalten 

Der ec-\\ ert w urde mittels GC auf einer chiralen Hydrode\-|3-PM- 
Saulc (Machere\'-Nagel, Deutschland) bestimmt, ee ^ 03*=*o 
25 a.]),:,, c(c-l, MeOH)- 7^,3^^ 

'H-NMR(CDCI0 5,91 (br,lH) 

5.89 (s, 211) 
5,07 (m, IH) 
4 07 {t, 2M) 

30 3,50 {m. IM) 

2,4o (m. IFI) 

1.90 (s, 3H) 
l.9() (m III) 
1,0^ (m 211) 

3^^ O/.^o (t. 3H) 



1.1,6 



inittels Troteasc \ on Bacillus snbtilis in Piiospiiat-Puffer 



1 i 

1.1.6.1 25 mu Bacillus subtilis Protease (Fluka 82490), 0,45 ml Phosphat-PutTer 
( 100 mM, pl l 7,5), 0,5 ml n-Propanol und 0,05 ml (-/'-) 2-Acetyl-2- 
azabic\clo[2 2 1 ] hept-5-en-3-on wurden hei 30 C (- - 2 'O inkubiert 
Der pH W ert wurde durch manuelle Zugabe von 1 N NaOH bei 7,5 

5 gehalten. wobei Schwankungen \ on * - 0,5 pH erreicht wurden Proben 

wurden Liemass Reispiel 1 1 1 entnommen Nach 6 h war alles (-/-) 2- 
Acet\i-2-azabic\'clo[2 2 1] hept-5-en-3-on umuesetzt 1,5 h nach 
Inkubation war der Enantiomerenuberschuss von (-) 2-Acet\l-2- 
azabic\'clo[2 2 1] hept-5-en-3-on >98^ o Die nicht isolierte Ausbeute 
10 betrug 12'^o bez des Racemats Gehalt und Enantiomerenuberschuss 

wurden wie in Beispiel 1 beschrieben bestimmt 

1.1.6.2 125 mg Bacillus subtilis Protease { Fluka 82490), 2,25 ml Phosphat-PutTer 
(100 mM, pFI 7,5), 2,5 ml n-Propanol und 0,25 ml 2-Acetyl-2- 

15 azabicyclo[2 2 1] hept-5-en-3-on (Gehalt 95,4^ o) wurden bei 30 X 2 

C) inkubiert Der pH Wert wurde durch manuelle Zugabe \ on 1 N NaOH 
bei 7,5 gehalten, wobei Schwankunuen von -^/- 0,5 pH erreicht wurden 
Proben wurden gemass Beispiel 1 i 1 entnommen, Nach 6 h war 90° o des 
(>/-) 2-Acet\i-2-azabicvclo[2 2 1] hept-5-en-3-on umgesetzt 1,5 h nach 

20 der Inkubation war der Enantiomerenuberschuss von (-) 2-Acetyl-2- 

azabicvclo[2 2 1] hept-5-en-3-on >98°o Die nicht isoiierte Ausbeute 
betmg dann 12" o bez des Racemats 

1.1.7 inittels Protease von Aspergillus or\zae in Phosphat-Puffer 
25 1.1.7.1 25 mg Aspergillus or\'zae (Sigma P-4032, 3 5 Units/mg), 0,45 ml 

Phosphat-PutTer ( 100 mM, ph\ 7,5), 0,^ ml n-Propanol und 0,05 ml (-^'-) 
2-Acet>i-2-azabicyclo[2 2 1] hept-5-en-3-on wurden bei 30 2 C) 

inkubiert Der pH Wert w urde durch manuelle Zugabe \ on 1 N NaOFl bei 
7,5 gehalten, \\obei Schwankungen \ on 0,5 pH erreicht wurden 
30 Proben wurden gemass Beispiel i 1 1 entnommen Nach 0,5 h war alles 

( - ) 2-Acet\ l-2-azabic\'clo[2 2 1] hept-5-en-3-on umgesetzt Der 
Enantiomerenuberschuss fur (-) 2-Acet\'!-2-azabic\clo[2 2 1] hept-5-en-3- 
on w ar 98^ n Die anaK tische Ausbeute bezogen auf {-) 2-Acet\i-2- 
azabic\clo[2 2 1] hept-5-en-3-on war 4(^"o bez des Racemats Gehalt 
3."^ und bjiantiomei enubersc'nuss wurden wie in F^eispiel I 1 i beschrieben 

bestimnu 

l.l.".2 12^ mg Aspergillus or\zae (Sigma P-4'Xt2. 3 5 L'nits mg). 2.25 ml 

Phosphat-I\it]er ( ino n^W. pH ';.^). 2..-^ ml n-Propanol und 0,2.^ ml ( - -) 
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2-Acetyl-2-azabicvc!o[2 2 1] hept-5-en-3-on (Gehalt: 95,4^ o) wurden bei 
30 'C (-*- - 2 C) inkubiert Der pH Wert uurde durch manuelle Zuuabe 
\ on 1 N NaOF-I bei 7,5 gchalten. wobei Schw ankungen \ on 0,5 pFl 
erreicht wurden Proben wurden uemass Beispiel 111 entnommen Nach 
5 0,5 h war alles {-) 2-Acet\i-2-azabic\'clo[2 2 1] hept-5-en-3-on 

umizesetzt Der Enantiomerenuberschuss fur (-) 2-Acet\i-2- 
azabic\clo[2 2 1] hept-5-en-3-on war >08°o Die analytische Ausbeute 
bezouen auf (-) 2-Acet\'l-2-azabicyclo[2 2 1 ] hept-5-en-3-on war - 40° o 
bez des Racemats 

10 

1.1.8 mittels Pt otcinase K voii Tritirachiuni nlbuniin in Phosphat-Piiffer 

1.1.8.1 25 mg Proteinase K (Sigma P-8044 1 - 7 Units/mg), 0,45 ml Phosphat- 
PutTer (100 mM. pH 7,5), 0,5 ml n-Propano! und 0,05 ml (+/-) 2-Acetyl- 
2-azabicyclo[2 2 1] hept-5-en-3-on wurden bei 30 (+/- 2 inkubiert 

15 Der pH Wert ^^urde durch manuelle Zugabe von 1 N NaOH bei 7,5 

gehalten, wobei Schwankungen von 0,5 pH erreicht wurden Proben 
wurden gemass Beispiel 111 entnommen Nach 0,5 h war alles {-^) 2- 
Acetyl-2-azabicyclo[2 2 1] hept-5-en-3-on umgesetzt Der 
Enantiomerenuberschuss fur (-) 2-Acetvl-2-azabicyclo[2 2 1] hept-5-en-3- 

20 on w ar >08" o Die analytische Ausbeute bezogen auf (-) 2-Acetyl-2- 

azabic\'clo[2 2 1] hept-5-en-3-on war 40 °o bez des Racemats Gehalt 
und Enantiomerenuberschuss wurden w ie in Beispiel 1 beschrieben 
bestimmt 

1.1.8.2 125 mg Proteinase K (Sigma P-8044 1 - 7 Units/mg), 2,25 ml Phosphat- 
25 PutVer (100 mM, p\l 7,5), 2,5 ml n-Propanol und 0,25 ml ( h/-) 2-Acetvl- 

2-azabic\clo[2 2 1] hept-5-en-3-on (Gehalt 95.4° o) wurden bei 30 T 
( t /- 2 'O inkubiert Der pH Wert wurde durch manuelle Zugabe von 1 N 
NaOH bei 7,5 gehalten, wobei Schwankungen \ on 0,5 pH erreicht 
wurden Proben wurden gemass Beispiel 1 1 1 entnommen Nach 0,5 h 
30 war ailes ( ^ ) 2-Acet>i-2-azabic\ clo[2 2 I ] hept-5-en-3-on umgeset/t Der 

Enantiomerenuberschuss fur (-) 2-Acel\i-2-azabic\'clo[2 2 1] hept-'^-cn-3- 
on war 98° o Die anaK tische Ausbeute be/ogen auf (-) 2-Acet\i-2- 
azabic\clo[2 2 1 ] hept-5-en-3-on war 3i3 °o bez des Racemats 

3"^ 1.2 llcrstelliiiiii \on ( 1 S.4R)-2-Acetyl-2-azabicyclo[2.2. 1 |hcpt-5-e!i-3-()n (mittels 
Lipase \ oii C aiulida antarctica) 
1.2.1 2.^ mg SP.^2^^ f No\o Nordisk). 0.4^ ml Pl^osp'.uat-PutTer ( 100 m\f pH ".5). ml 
n-Propanol und i^il i -) 2-Acei\i-2-azabic\cto[ 2 2 I ] hept-5-en-3-on wurden 
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bei 30 C (> - 2 'C ) inkubiert Der pH Wert wurde durch manuelle Zuuabe \ on 1 \ 
NaOH bei 7,5 gehalten. wobei Schu ankungen \'on 0,5 pH erreicht warden 
Probeii uurden geniass Beispiel 1 1 1 entnommen Nach ^l"^ h war a!!es (-) 2- 
Acet\l-2-azabic\'cIo[2 2 1] !]ept-5-en-3-on umgesetzt Der Enantiomerenuberschuss 
5 fur (-) ( 1 S.4R)-2-Acetvl-2-azabicyclo[2 2 1 ] hept-5-en-3-on war >9S° o Die 

anaKtische Ausbeute bezogen auf (-) 2-Acet\i-2-azabicyclo[2 2 1] hept-5-en-3-on 
war 12^0 Gehalt und Enantionierenuberschuss wurden wie in Beispiel 1 beschrieben 
bestimmt 



1.2.2 250 mg SP525 (No\ o Nordisk), 2,25 ml Phosphat-PutTer (100 mM, pH 7,5), 2.5 ml 
n-Propanol und 2,25 ml 2-Acety]-2-azabicyclo[2 2 1] hept-5-en-3-on (Gehalt 
95,4" o) wurden bei 30 C 2 ""C) inkubiert Der pH Wert wurde durch manuelle 
Zugabe von 1 N NaOH bei 7,5 gehalten, wobei Schwankungen von +/- 0,5 pH 
erreicht wurden Proben wurden gemass Beispiel 1 1 1 entnommen Nach 16 h war 
atles (-) 2-Acetyl-2-azabicyclo[2 2 1] hept-5-en-3-on umgesetzt Der 
Enantiomerenuberschuss fur (+) ( 1 S,4R)-2-Acetyl-2-azabicyclo[2 2 1] hept-5-en-3- 
on war >98° o Die analvtische Ausbeute bezogen auf 2-Acetyl-2- 
azabicyclo[2 2 1] hcpt-5-en-3-on war 12° o bez des Racemats 

1.3. Rediiktioii von ( 1 R,4S)-2-Acetyl-2-a7abicylo[2.2.1 ] liept-5-en-3-on zu (1R,4S)- 
2-Acetyl-l -am ino-4-( hydroxy met hyl)-2-cyclopen ten 

1.3.1 Zu einer Losung \ on ( I R,4S)-2- Acetyl-2-azabicylo[2 2 1] hept-5-en-3-on 

(50 g, 0.33 mol), 40 ml Wasser, 240 ml 2-Butanol wurden portionswcise S g 
NaBH.i zugegeben und die Temperatur unter 5 'C gehalten Nach 1 h w urde 
die Reaktion gestoppt und dann die Reaktionsmischung mit HCl konz auf 
pU 2,0 eingestellt Die Reaktionsteniperatur wurde unter lOT gehalten Der 
pM-\\ eri wurde mit 30° o-iger NaOH auf pM 9,0 eingestellt 
Natriummetaborat wurde abfiltriert und die Wasserphase wurde dreimal mit 
2-Butanol extrahiert Nach Abdampten von 2-Butanol wurden 49,3 g 
Produkt 2S mol) entsprechend einer Ausbeute \on 88^ o erhalten 
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1.3.2. 287,4 g (-)-Acety!-2-azab!cyclo[2 2 1 ]hept-5-en-3-on { 100 %-ig - 255 
mL 97%-iu, KO mol) wurden in 380 ml Wasser und 1217 ml 2-Butanol 
uclost Die Losung wurde auf 0 bis ~ 2 C gekuhlt 

In eincm anderen Ruhrwerk wurden 45 g \aBH4 (1,188 mol 1.25 Eq) in 
5 304 ml frisclies 2-Butanol suspendiert Die NaBH.rSuspension wurde 

innerhalb 1 - 2 Stunden in die Losung zugegeben Die Reaktion war 
exotherm und die Temperatur durtte 5 ''C^ nicht uberschreiten \'or einer 
Portionzugabe musste die Temperatur bei 0 'C liegen Die Reaktion wurde 
mittels DC { Hexan/Etrol/MeOFi 5/5/1) verfolgt Nach der Zugabe wurde 

10 noch 1 bis 2 h nachreagieren gelassen Der L'msatz wurde kontrolliert Wenn 

der L'msatz in Ordnung war, ( Konzentration an Edukt sollte ^ 1,0° 0 sein) 
wurde mit ca 135 g konz Salzsaure auf pH 2 eingestellt Die Temperatur 
wurde unter 10 C geiialten. Dann wurde sofort mit ca 85 ml 30° o-ige 
Natronlauge auf pH 9 eingestellt Die ausgefallenen Salze wurden filtriert 

15 und mit 127 ml frischem 2-Butanol gewaschen Das Filtrat und das "Wasch- 

2-Butanor^ wurden gesammelt und die Phasen getrennt Die VVasserphase 
wurde noch zweimal mit je 380 ml frischem 2-Butanol extrahiert Die 2- 
Butanol-Phasen wurden gesammelt Man erhielt ca 2450 g lO^o-ige Losung 
Produkt, ( 1 R,4S)-2-Acet\i-l-amino-4-(hydroxymeth\i)-2-cyclopenten in 2- 

20 Butanol Dies entsprach ca 250 g 100°o-iges Produkt (1 R,4S)-2-AcetyM - 

amino-4-(h\xlrox\'methyI)-2-cyclopenten, entsprechend einer Ausbeute \ on 
85% 



25 1.4. Hydrolyse von ( 1 R,4S)-2-Acetyl-l-nnHno-4-(hydro\yniethyi)-2-cyc!openten zii 
( 1 R,4S)-l-Amino-4-(hydr<)\yniethyl)-2-cyclopenten 

1.4.1 Zu 49,3 g (0.28 mol) ( 1 R,4S)-2-Acetyl- 1 -amino-4-(hydroxvmethyl)-2- 

cNclcM^enten wurde 30^oige NaOM (45 g) zugegeben und die Suspension auf 

30 \0(yC erwarmt Xach 3,5 h wurde die Losung auf O^C abgekuhlt und dann 

mit konz LlCl auf pH - 1.0 eingestellt Dann wu.rde Wasser abgedampft und 
NaCl abfiltriert Anschliessend wurde Pentanol (2 ml pro g Rest) und Aceton 
(0 ml pro g Rest) hmzugegeben und das ausgetallene Prazipitat filtriert und 
mit 20 nil Aceton gewaschen Es wurden 3".:^ g ((\24 moi) Produkt als 

3.^ Ihdroclilondsal/ nut emem ee - ' 90'\,. erv.sprecliend einer Ausbeute \ on 

80^ 0 ei halten 
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1.4.2. 85.4 g (-)-2-Acetvl-l-amino-4-(hydroxymethvl)-2-cyclopenten 100 ^o-ig 
(0,55 mol) als 10°o-ige Losung in 2-Butanol wurden \ orgelegt Es wurde 
dann destillicrt his kein Destillat mehr kommt Arischliessend wurden 1 10,0 g 
30%-ige Natronlauge 3 3,0 g NaOH 100%-ig. 0,825 mol, 1,5 Eq) und 6^ 
g W'asser zugegeben Das restliche 2-Butanol wurde durch azeotrope 
Destination entfernt (mit ca 10 g W'asser) Dann wurde die Losung unter 
Rucklluss { 100 - 1 10 X) fur 4 - 5 h erhitzt Die Reaktion wurde mittels GC 
\ ertblgt W'enr. der Unisatz in Ordnung w ar, wurde auf 50 C abgekuhlt und 
154 ml 2-Bulanol ( 124,3 g) wurden zugegeben Die Phasen wurden bei 50 

10 getrennt und die W'asserphase nocb.mals mit 154 ml 2-Butanol (124,3 g) 

bei 50 C extrahiert ( 15 Min Ruhren, Phasen trennen) Die Wasserphase (ca 
165 g) wurde entsorgt Die organischen Phasen wurden gesammelt und ca 
22 g Chlorw asserstofT wurden bei 20 - 40 ""C bis pH 1 zugegeben Einige 
Salze fielen wahrend des Ansauerns aus Diese Salze wurden bei 20 "^C 

15 tiltriert und das Filtrat wurde unter Normaldruck destilliert bis 220 ml 

Destillat (ca 180 g) aufgefangen waren (Kochtemperatur ca 91 - 92 T) 
Danach wurden bei ca 70 T 176 nil Aceton ( 139,0 g) zugegeben. Die 
Suspension wurde 15 bis 30 min unter Ruckfluss gemhrt und dannach auf -5 
abgekuhlt Nach i h bei dieser Temperatur wurde die Suspension 

20 abgenutscht und der Filterkuchen mit 154 ml Aceton gewaschen Man erhielt 

70,0 g (-)-Produkt ]00° o-ig entsprechend einer Ausbeute von 85° o. 
Gehalt 00 0% (Tit , wt %) 
NaCl 0 5 bis 1 0% 



Beispiel 2 

Herstclliing von ( 1 R,4S)-2-Etho\ycarbonyl-2-azabicyclo[2.2. 1 lhept-5-en-3-on 

2.1. Herstelluiig \im rnccinischem (±)-2-Etho\ycnrbonyl-2-azabicyclo[2.2. 1 lliept-5- 
3() en-3-oii 

M)^X13 g racemisches 2-Etho\\ carbon\ l-2-azabic\clo[2 2 1 ]hept-5-en-3-on wurden 
mit 182.1 g lYieth\lamin, 6.1 I g 4-Dmieth\'laminop\ ridin und 500 ml Acetonitril 
geniischt Die Reaktion wurde aut^50 C erwarmt Danach wurde portionenw eise 
I'\^.3 g [:ih\lchKMf(niiiiat. geio>t in I '^O* ml Acetonitril. zugegeben Die 'Fem[ieratur 
3"^ wurde unter C gchnhen Nach Reakt;onsendc wurde die Losung aut^2(^ C 

gekuhit und die Sahre wurden abtlhnert und mit .Acetonitril gewasch.en Das Filtrat 
wurde hei 60 C und 2^^^ mbar eingeengt und anscliliessend in 1500 ml Toluol 
aulgenommen Dai auf tblgten 3 Fxtraktionen nut 2'^<^ ml W'asser. pM 8. mit 2."^*.^ ml 
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Hssiusaure (I'^o), mit 250 ml uesattigter NaCl-Losung Die organische Phase wurde 
niit MgS04 getrocknet unci bei 80 mbar eingeengt 167,4 g eines braunen Oles 

wurden erhalten Der Gehalt nach GC uar *^6 % f r)-2-Ethox^carbon\l-2- 
azabicvclo[2 2 1 ]hept-5-en-3-on wurde gereinigt durch Wakuumdcstillation, b p,, .,i - 
76,5 C. Gehalt (GC) 99.5 %, Ausbeute 156,6 g (88,5 %) 

'H-NMR(CDC10 1,33 (t. 3H), 

2,19 (d. IH), 
2,38 (d, IH), 
3,43 (s, IH), 
4,26 (m, 2H), 
5,04 (s, IH), 
6,68 (m, IH), 
6,92 (m,lH) 

Herstellung voii (-)-2-Etlio\ycarbonvi-2-azabicyc!o(2.2. 1 ]hept-5-cn-3-on 

Analog zLi Beispiel 2 1 wurde das Produkt ausgehend von (-)-2-Ethoxycarbonyi-2- 
azabicylclo[2 2 1 ]hept-5-en-3-on hergestellt 

Herstellung voii ( I R,4S)-2-Ethoxycarbonyl-2-nzabicyclo[2.2.11hcpt-5-en-3-on 

500 |.l1 Sa\ inase geniass Beispiel 1.11, 5 nil n-Propanol, 4,5 ml (50 mM 
PhosphatpuiTer pH 8/Tetrahydroturan, 1/1) und 250 [id ( W-) Ethoxvcarbonyl-2- 
azabicyclo[2 2 1 jhept-5-en-3-on wiirden bei 40 ""C bei pH 8 inkubiert Durch 
manuelle Zugabe \ on 1 N NaOH wurde der pH Wert auf 8 gehalten Proben wurden 
wie in Beispiel 1 1 1 entnommen Nach 4,5 h wurde ein ee Wert \ on >98 ° o fur das 
(-) Enantiomere gemessen, was anhand des hergestellten Standards (Beispiel 2 2) 
beu iesen w urde Die nichtisolierte, anaU tische Ausbeute bezogen auf das Racemat 
betmg 46'' 0 



Patentanspriichc 



1 X'erfahren zur Herstellung \ on optisch akti\ en ^'erbindun^en der allgemeinen 

Formeln 




worin Acyl oder Acylow und R*" ein WasscrstotTatom oder Ct.io-Alkyl bedeutct, 
worin ein racemisches Lactam der allgemeinen Forniel 




III 



iuittels einer Hydrolase in Geuenwart eines Nucleophils und in Gegenwart einer 
Base in eineni konstanten pH-Bereich umgesetzt wird 

2 V'erfahren nach Anspmch 1, dadurch gekeni-izeichnet, dass man aks Hydrolase eine 
Protease oder Lipase \ erwendet 

J X'ertahren nach Anspmch 2, dadurch gekennzeichnet, das man als Protease eine 

Serinprotease \ em endet 

4 X'erfahren nach Anspruch 3, dadurch uekennzeichnet. dass man aks Serinprotease ein 
Subtilisin \er\\endet 

5 \'erlahren nach mindesten einem der Anspaichc 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
dass man als racemisches Lactam der allgemeinen Formel III 2-Acet\i-2- 
azabic\clo[2 2 I Ihcpt-.^-en-3-on oder 2-Lthox\'carbon\l-2-azabic\c!o[2 2 Ijhept-:^- 
3 -on cmset/t 

0 X'erfahren nach mir.dcstcns cinem der .Anspaiche 1 bis 5, dadurch gekenp.zeichiKn. 

dass man die L'msetzunu in W'asser. einer PutTerlosunu. einem Cm -Alkohol oder in 
emem Gemisch aus diesen mit einem aprotischen organischen Losungsmittel 
durchfuhr t 
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\ erfahren nncli mindestens eir.em der Anspaiche 1 bis 6. dadurch gekennzeichnet. 
dass man die L'mset/Aing hei ciner Temperatur \ on 10 bis 60 T diirciitlilirt 

\ crfahren zur Heistcllung von optisch aktiven l-Amino-4-(hydroxNmethyl)-2- 
cvclopenten-[)eri\ aten der alluemeinen r-ormel 



HO 




nhr' 



IV 



10 



wov'm R' die in AnsiMucli 1 genannte Bedeutung hat. dadurch gekennzeichnet, dass 
man ein Lactam der alkemeinen Forme! 



O 



-NR' 




III 



worin R' die in Anspmch 1 genannte Bedeutung hat. mittels einer Hydrolase in 

Gegenwart eines Nucleophils und in Gegenwart einer Base in einem konstanten pH- 

Bereich in die N'erbindunu der allgemeinen Forme! 

O. 

■NR' 

I 
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ubertuhrt und dicse dann zu der X'erbindunu der alluemeinen Forme! l\' reduziert 



9 \ erfahren zur Herstellung \ on ( 1 R,4S)-l-.Amino-4-(h\droxymethyl)-2-cycIopenten 
der I'ormcl 



no 




Ml, 



hzv. desscii .Saize, dadurcli gekennzeiciinot. dass man ein I actam der aligemcmcn 
I'ormcl 



\9 




NR' 



ni 



worin R' die in Anspruch 1 genannte Bedeutung hat, mittels einer H\drolase in 
Gegenw art eines Nucleophiis und in Gegenu art eincr Base in cinem konstanten pH- 
Bereich in die \'erbindunu der alluemeinen Formel 



O 



■NR' 




worin r' die in Anspaich 1 genannte Bedeutung hat, uberfuhrt, diese dann in die 
X'erbindunu der alluemeinen Formel 
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HO 




NHR' 



IV 



woi in r' die genannte Bedeutung hat, reduziert und diese dann zu der Verbindung 
der Formel V hvdrolvsiert 



15 10 (1 S,4R)- Acetvlamino-2-cvclopenten- i -carbonsaure-C:_i()-alkylester, ausgenommen 
( I S,4R)- Acet\*lamino-2-cvclopenten- 1 -carbonsaureetln lester 



{ 1 S,4R)-Acetylamino-2-cyclopenten-l-carbonsaureth\i- oder propylester 
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Beschrieben wird ein biotechnologisches Verfahren zur Herstellung von X'erbindungen der 

a.'lgemeinen Forinein 



O. 



■N'R' 




R-OOC 




NHR 



II 



10 



worin R Acyl oder Acyloxy und R"ein VVasserstotTatom oder CM„-Alkyl bedeutet, 
umfassend die Umsetzung eines Lactams der alluemeinen Formel 



O. 




•NR 



III 



15 



mittels einer F^ydrolase in Gegenwart eines Nucleopiiils und in Gegenwart einer Base in 
einem konstanten pFI-Bereich, 

Desweiteren wird die Weiterumsetzung der Verbindung der allgemeinen Formel I in das 
optisch aktive i -Aniino-4-(hydroxymethly)-2-cyclopenten der Formel 



HO 




V 



20 beschrieben 
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Tie invention relates to n biotechnoloizical method tor producing compounds of general formulas (H and (ID, wherein R' represents 
.ic\i ;-^r acvloxv. and R-^ represents a hvdrogen atom or Ci-C;o alkyl. comprising the reaction of a lactam oi general fomiula (III) using a 
iy,.oiolase in the presence of a nucleophiie and m the presence of a base in a constant pH range. The mventuvi a!so relates to the subsejnen' 
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